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protein binding assay， 
Radioimmunoassayによる血中サイロキ[原著〕 
関水島
R1A f 4J血中サイロキシン定量用の キットである サイロテストリア・ キットの基礎的，
CPBA寵床的検討を試みた。本法は従来の 法に比較し，じの結合蛋白からの拾出操作を不用
mとし，使 血書量が非常に寵少で為るという利点を持つ。
i invitro 本キットの藷度，希釈試験， 盟設試験の結果辻良好であてコた。蕗床的には誌の罰種 
49 6.5--12.1pgjdl検査法とよく栢関し，正常範屈は機能正常者 倒の検討より となり，機龍充達
者，低下者との分離はきわめて良好で、あった。 
Key word: radioimmunoassay thyroxine competitive， ， 
CPBA: competitive proteinbinding assay 略語一覧: 
T 4: thyroxine，R1A:主adioimmunoassay
今有中
のに，希塩酸諒液を用いておヲ， boundと freeの分離
はじめに 剤として36.0%硫鼓アンモニウム液を使用する点に特徴
をもっ新キットである。
甲状腺疾患の診断に血中 T岳量の誤.IJ定が存患である 本キットの基礎的検討と臨床的害用性の検討を行った
こと辻罵知のところである。 1964年， Murphyl)により 
のでその結果を報告する。
CPBA法が導入されて以来血中サイロキシンの瀦定に
はこれらキットが多層されてきた。そして1971年， Ch- 瀧定方法 
opra2)らによヲ T4の R1A法が報告され現在測定法の A. 測定原理
主流辻 R1A法である。 血請中の TBPから酸性の諮液により T4を遊離さ
今回我々が捷吊しえた NML (Nuclear Medical せ，これと外国性の 1251.T品のサイロキシン抗体への競
Laboratories)社のサイロテスト予ア・ 4キットは，阜 合的結合反応を利期する。 1251・2 抗 T4結合物は硫酸
、請量がO.Olmlときわめて産少で、あり， 血清中サイロキ アンモニクム蓉液により沈殿させる。沈殿物の放射能を
シン結合蛋白 (TBP)と結合しているもを遊離させる もって，諜準車清についてのそれと対比すれば T4量は
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Fig. 1 Thyrotest RIA standard curve 
測定できる。 
B. キットの組成 
1251.T4液 (0.172-0.210μci/17ml)，抽出用液(塩
裏金 0.21w/v%)， T4設体液，沈降液〈硫酸アンモニウム 
36.0v/v %)，希釈液(パルピターノレ緩衝譲)，標準血講 
A，B，C，D液 (1，6，12， 18μg/dlの T4を含む)。 
C. 誤IJ定操作
1. 描出吊液2∞μ1を試験管に入れる。 
2. 患者血清10μ1を加え，振とう混和する。 
3. 1251・2 液400plを加え，識しく振とう護和する。 
4. T4・抗体液400plを加え， 援とう混和して 30-60
分静置する。
5. 沈降液2.0mlを加え，詮をし，可及的に泡立てな 
いよう 10囲翠度，転倒混和する。
6. 遠心分離 (2000-2500rpm，10分間)する。 
7. 上溝液を傾斜し，水滴をよくぬぐい，沈穀物の放
射能を計額する。 
8. 次式により計算し，諜準曲線を作成し，被検車清
の T岳濃度を読みとる。
結合率(%)=
課準血溝 A，B，C，D，についての cpm 
総カウント数
ただし
総カウント数ニ標準車清についての cpm

壊準血清Bの表示結合率
 
検 査 対 象
千大病提放射線科の甲状腺外来を受診し，臨床所見お
よび各種検査成績より診断の確定した甲状線疾患患者94
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例ならびに放射線技師学校学生を主とする鐘常人49例で
ある。患者の内訳は，機龍完進群38関(末治療機龍完進
例16例，治療中でなお完進のもの20伊J，慢性甲状腺炎工
例， 亜急性平状線炎 1倒)，機能正常群39例〈薬剤治索
中のもの19例， RI治療後のもの 4伊IJ， 甲状線彊10例，
結節性厚状腺腫2伊tl， その他4例)， 機詑低下群 17釘
(慢性串状譲炎 4-f月，橋本病 1伊jを含む〉である。これ
らについて本法によ担血中 T4濃度を測定した。さらに
症例の一部につき， Taリアキット I (ダイナポット
社)， SPAC.T4キット(第 1RI)，Res-O-Mat T 4'キ
ット(第 1 RI)を用いて測定した植の比較検討をした。 
測定成績 
A 基礎的検討 
L 標準曲線
Fig. 1に示す。認定範囲は 1-24μg(dlである。 キ
ット毎に標準曲隷が添付されているが，アッセイ毎に各
施設で作成する。両曲線は，ほぼ一致する。 
2. 再現住の検討 
1) 詞-assay内
同ーロット番号のキットを用いて， T4濃度の異なる 
3種類の血清を用いて，車中 T4を10田ずつ認定した擦
の平均笹，標準編差， 変動録数を Table 1 tこ示す。そ
れぞれの変動係数は8.0，4.2，6.5 %であり， 良好な結
果を示した。 
2. キット間
濃度の異なる 3種の血清について， assay日をかえ
て， 5国測定した際の平均値，標準額差，変動採数を 
Table 1. within-assay precision 
case 1 2 3 
T 4 concentration(μg/dl) 
工 4.7 13.1 9.6 
2 5.2 12.8 9.2 
3 5.6 12.6 9.0 
4 4.8 	 12.2 8.5 
5 4.9 12.6 10.7 
6 4.9 12.8 9.6 
7 5.7 13.5 9.0 
8 4.7 13.6 8.6 
9 4.8 13.0 9.0 
10 4.8 14.0 9.8 
ロlean 
μg/dl 5.0 13.0 9.3 
S.D 0.4 0.5 0.6 
C.V(弘〉 8.0 4.2 6.5 
Table 2. Between-assay precision 
3case 1 2 
T・4concentration (，ug/dl) 
1 2.4 10.4 18.4 
2 2.9 9.8 16.8 
3 2.9 11.2 21.0 
4 3.2 11.1 20.3 
5 2.7 9.6 21.8 
立lean 
(μg(dl) 2.8 10.4 19.7 
S.D 0.3 0.7 2.0 
C.V(%) 10.7 6.7 10.2 
Teble 3. Effects on serum dilution 
dilution T -4 expected T-4 obse主ved 主ecovery 
factor (μg(dl) (μg/d1) (%) 
1 24 ↑ 
2 15.8:t1.1 
4 7.9 8.4:t0.l 106.3 
8 4.0 4.4土0.1 110.0 
16 2.0 2.0土0.1 100.0 
32 1.0 0.7土O. 70.0 
mean:tS.D 
96.6土18.2 
Tab1e 4. Recovery study 
added T-4 test result T-4 value recove主y
〈μg/dl) (μg/d1) expected (%)
。 3.2土0.1 3.2 
5.9 8.8土O 9.1 96.7 
11.8 15.2:t0 15.0 98.7 
17.6 	 20.3 20.8 97.6 
mean:tS.D 97.7土1.0 
C.V 1.0% 
Table 2に示す。変動係数6.7-10.7%と良好な再現性
を示した。 
2. 希釈試験 
T岳高誼血清 1例につき，キット添討の肴釈液 (NaNa
含有〉を用いて 2-32f吾迄希釈測定した際の平均僅と標
準偏差及び潔定笹の期待笹に夫守する回収率とを Table 
3に示した。 
吾， 吾，4fとすれば，100%搭血清の植を2 8f 16倍迄
詰非常に良好な蕗果を示した。 
4. 回収試験

機能低下症 1例(血清 T4量3.2用品1)の血清に5.9，
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離に硫畿アンモニウム溶液を使用しているが，この量を 
1.5，1.8，2.0，2.3，2.5mlと5段譜にかえて行った。hypothyroi長 normal euthyroid hy手erthyroid 
n=17 n=49 n=39 n=21 
3.4土1.6 9.3:l:1.4 9.0土2.5 18.1土2.8 
24I : 18cases 
Fig.3 Thyotest R1A-4 values in various 
thyroid status 
11.8，17.6μg/dlの T4を添加した場合の臣収率を 
Table 4 fこ示す。呂収率は96.7-98.7誌の範囲にあり，
呂収率の平均註97.7土1.0%で良好であった。 
5. 沈i毒液の液量の影響
本法では， 125I-U・抗体結合物と未結合 1251.T4の分
Fig. 2に示すごとく基準量の 2.0ml以上で沈殻カワン
トは，下段の 2例では，ほぼフラトワに達した。上設の 
1倒では，いく分増加傾向がみられた。 
B. 読床的検討 
1. 正常ならびに各種甲状腺疾患におけるサイロテス
トリァ・ 4僅 
Fig. 3に示したとお予健常人49傑で、は6.5-12.5pg/ 
dl ~こ分布し，その平均鑑及び標準偏差 (S.D) は 9.3土 
1.4μg/dlであった。正常範囲を 2S.Dの範囲にとると 
6.5-1211μg/dlとなり，これを外れたものは 1例のみ
であった。抵下症17例では 3.4:t1.6pg/dl，甲状腺麗そ 
349 Radioimmunoassayによる車中サイロキシン量の瀕定 
が得られた。 
4. Ta RIAキット Eとの相関 
r=O.867(P<O.Ol) 

y=4.585x+2.639 39摂!の詔関辻 Fig. 6に示すごとく， r=0.867，y= 

n=39 
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Fig. 7に示す。 38例の相関係数0.812，@帰亘線 y=
 
0.479x-3.478であった。
考 察
血中 T4の測定法として，最近 RIA法が普及し，各
覆キットが発売されている。本キットについてはすで
に，小西久木下心わらの報告があるが，従来用いていた 
CPBA法と異な予 T4の結合蛋白からの分離抽出操作
を必要とせず， TBGの結合阻害需として塩酸溶液を用
いて， TBGを不可逆的に変性させたのち， P五をふた
たび上ぜて抗原抗捧反志を行なわせる方法を用いてい
る尺使用血渚量が， 0.01 mlであるのは RIAマット 
T4キットと需様，現在市販されているキットのうち，
最も僅少であり， しかも着度は，罰-assay内，キッ
ト間再現性ともに，従来法と同様に良好であった。平田
k m E {
•。-246 8 
1;RIA Value (ng/ml) 
Fig. 6 Correlation of thyrotest RIA-4 va-
1ues with Ta RIA va1ues 
r=0.812(P<0.Ol) 
y=O.479x-3.478 
n=38 
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はのキット間変動を 4ヶ月にわたって followした成績
で従来経験したことのない安定した RIA法であると報
告している。インキュベーション温度が室?昆で良いこ
と，又 assay~こ要する時間が， CPBA法 (Res-O-Mat 
T4)に比較して20検体あたり，約20分の短縮になるな
ど，第質性に於て大きな和点である。測定範囲以上の高
信血清について， キット添付の含有 NaNs希釈液によ
16告迄検討した結果，32稽，16億8吾，4f倍，2!)， 
• 倍迄は希釈率;こ一致して，正しいもイ直を示した。添加
• した T4援の回収率は平均97.7:t1.0%と良好で、あった。 
o u- - A
噌・〈同区制国
322
“ 
。 10 30 50 B/F分離に於て，硫安液量の変化は，中高濃度血清に
Triosorb value(%) 
Fig. 7 Corre1ation of thyrotest RIA-4 va-
lues witht riosorb va1ues 
の他の機能正常群39例では 9.0土2.5pg/dl，機能完進群
では39例のうち24μg/d1J;A上を示したものが18例，残り 
21拐の数笹は18.1:t2.8pg/dlであった。 
2. Res-O-Mat T4法との相関
本法と CPBA法の Res-O-MatT岳法との相関図を 
Fig. 4 ~こ示す。 47 例の相関は r=0.908， y=0.922x+ 
2.699と良好な程関を示した。 
3. SPAC.T益法との相関
本法と閉じ原理である RIAキットの SPACT4に
よる測定鑑と本法との相関は， Fig. 5に示すように， 
14備で r=0.980，y=0.724x十2.025と非常に高い相関 
おいては基準量の 2.0m1の添加で， 沈殿カウントはほ
ぼ，プラトーに達したが，沈殿量の多い検体すなわち低
護度関においては，沈殻カウント〈結合型 125I.T4)は，
液量とともにいく分増加額向にあり，正確なピペット
操作が必要である。なお，硫安液を添加した後遠沈まで
の静置時開が10分を過ぎると，時間と共に沈殿カウント
が，減少するという報告3)が島り，注意を要する。
臨床的検討では，健常人 49例の数笹よ予正常範囲は 
6.5""'12.1μg/d1と決定した。これ詰平田5)らの報告と一
致した。小西らの報告3)に詑較すると，いく分 (0.6μg
程度)高めである。健堂者が主に千大放技学校学生 Vo-
lunteerであった為， 20歳前後の男性に編っており，ま
た剖数も少ないことから，今後さらに検討することが必
要であろう。機能充進群で、は13.7μg/d1以上，低下群で、
350 今関恵子・飽
は5.8μg/dl以下であり，健堂者との分離は非常に良好 protein biding. J. Clin. Endocrino
 
であった。 24，187-196，1964. 

etab.主1.
本法による臨床成績と罰一原理の SPAC.T4キット
による笹との相関は極めて良好であ!J， CPBA法の 
Res-O-Mat T 4キットによる測定f車とも rニ 0.908とい
う高い桔関が得られた。請に RIA法による値が CPBA
法によるそれに比較して低値を示すことがある。函4の
うち， CPBA法で7.5μg/dl，RIA法で;4.3μg/dlを示し
た例があった。本例詰単組性串状謀腫であったが，掃本
病やパセドウ病患者の血講中に抗 T4又は抗 T3昌己技
棒が存在した場合 RIA法によるお植が実際よ F抵く
なるという報告の・10)がある。臨床所見と RIA法による 
T4笹に解離がある場合に辻，この様な可詑性を考え，
抽出法を用いて総むを測定することが必要で、あろう。 
SUl¥主張ARY 
A Radioimmunoassay kit for thyroxine (T心 
(Thyrotest. RIA. 4) has recently been developed 
and provided by the NML Institute. 
Fundamental evaluation of the kit and clinical 
investigation using this kit were performed. 
The results of measurement of serum T 4 also 
showed well correlation with those of Res-O-mat 
T4 kits (r=0.908) and SPAC T4 kits (r=0.980)， 

and a well co・e缶cientof variation fo主 sera(4.2-
8.0% for within assay and 6.7-10.7% for betwe-
enassay). 
Dilution test of high serum was satisfactory 
and the recovery test was satisfactory，too. 
Serum T4 concentration in 49 normal subjects 
was 9.3土1.4flg/d1，and hyper-or hypo-thyroid 
patients were clearly separated from normal 
range. 
Thyrotest まIA methods were considered as 
very useful routine句 sts，especially in theisim-
plicity of the procedure and their little require-
ment of the test sample. 
文殻 
1) Murphy，BEP and Pattee，C. J.: Determi-
nation of thyroxine utilizing the property of 
2) Chopra，L J.，Solmon，D. H. and H. 0.，R. 

S.: A radioimmunoassay of thyroxine. J. 

Clin. Endocrinol.主etab.33，865-868，1971. 

3)小茜淳二，中島言子， 奥野藷興，笠木寛治，遠

藤啓吾，池窪勝治，竹田洋誌鳥塚莞爾:Rad-
ioimmunoassayによる車中サイロキシン濃度

の議定，核医学 15，135-144(1)，1978. 

4木下文雄，前JIl全，船犠哲哉， JI上亮二，庭野
幸子，関本二郎，七理泰，堀内佳代子， 鳥屋城
男:TETRA-T A B.RIA による血中 T4のrJtr

定.核医学 14，(め， 903-910，1977. 

5)平田史部，武安明，佐藤誠畠: TETRA-TAB 

RIAを用いる車中 T4撰i定法.ホノレモンと臨床
 
25，11，1155-1160，1977. 

6) 五在eans，G. E. and Feeney，R.E.: Ch. 4， 

Special problems in analysis of chemically 

modi五edproteins，in Chemical Modi五cation
 
of Proteins，Holden-Day，Inc. San Francisco， 

1971. 

7)池窪勝治，小西淳二， 中島言子，遠藤啓吾，鳥

塚莞爵:技サイロキシン自己抗体を認めた橋本

病の 1例について.日内分諮会誌 52，1020-
1032，1976. 

8) Staeheli，V. Vallotton，M. B. and Burger， 
A.: DetectiQn of human antithyroxine and 
antitriodothyronine antibodies in di笠erent 
1. thyroid conditions. J. Clin. Endocrino
h在etab.41，669-675，1975. 

9) Yukio Ochi，Katsuhiko Shiomi，Takeshi 

Hachiya，詰anabuYoshimura，andTadayoshi 

Miyazaki.: Imr，l.Unological AnaIysis of ab-
nornal binding of Thyroid hormone in the 

Gamma-Globulin. J. Clin. Endocrinol.主e-
tab. 35，743-752，1972. 

10) Sing-yung wu and William，L. G主een.: 

Triiodothronine(T3)-binding Immunoglobul・
 
ins in a Euthyroid 羽Toman : Effects on 

measurement of T3 (RIA) and on T3 tu主r
 
over. J. Clin. Endocrinol.42，642-652，1976. 

